@ BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENTAMT 



® 



^ffenlegungsschrift 
DE 197 09 512 A1 




@ Aktenzeichen: 
(22) Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



197 09 512.7 
8. 3.97 
10. 9.98 



Int. Cl.^: 

C 12 N 15/86 

C 12 N 15/40 
C 12 N 15/19 
A 61 K 39/1 55 



< 

CM 

lA 

O) 
O 

r*. 



LU 



(tT) Anmelder: 

Hobom, Gerd, Prof. Dr.Dr, 35392 Gief^en, DE 



® 
@ 



< 

CM 

in 

o> 
o 



@ Erfinder: 

Hobom, Gerd, Prof. Dr.Dr., 35392 Gieden, DE; 
Neumeier, Elisabeth, Dr., 35392 Gief^en, DE; Flick, 
Ramon, Dipl. -Biol., 35392 Gief^en, DE; Zhou, Yan, 
35392 Gief^en, DE 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

Verfahren fur die Herstellung von attenuierten lebenden, rekonnbinanten Influenza A-Viren nnit inkorporierten 
fremden Glykoproteinen zur Verwendung als nasal/orale Vakzinen und als genetische Vektorsysteme 

Beschrieben wird ein Verfahren fur die Inkorporation 
von Glykoproteinen (Typ I) beliebiger Herkunft oder von 
anderen Proteinen, die mit einem C-terminalen Membra- 
nanker ausgestattet warden, in die Virionhulle (envelope) 
von Influenza A-Viren, verbunden mit der Verankerung 
der zugehorigen Fusions-Gene in das Genom dieser Vi- 
ren. Deren Hochexpression in den infizierten Zellen wird 
durch die Verknupfung mit aktivitatsverstarkenden Pro- 
motor-Varianten gewah rieistet. 

Fur die Herstellung der rekombinanten Viren wird ein in- 
direkt wirkendes Selektionsverfah ren (in zwei Variatio- 
nen) eingesetzt, das durch ein in Doppel-Konstrukten vor- 
gesetztes grunfluoreszierendes Protein (GFP)-Gen als Le- 
bend-Markierung die rekombinant infizierten Zellen 
leuchten und per FACS-Zellsortierung von den ubrigen 
Zellen abtrennen laf^t. Mit dem gezielt herbeigefuhrten 
Verlust des vorgesetzten GFP-Gens in einem Teil der 
Tochtervirus-RN As tritt unter den sekundar infizierten Zel- 
len ein Anteil ohne GFP-Ftuoreszenz auf, der nach erneu- 
ter FACS-Zellsortierung die gewunschte Population von 
rekombinanten Viren fur die weitere Vermehrung dar- 
stellt. 

Die beschriebenen rekombinanten Viren finden Verwen- 
dung als (Doppel-)Vakzine oder als Vektoren in der Gene- 
tik und Gentherapie. 
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Bcsclircibuni: 



Tcchnischcs ( Icbicl cicr lirlintlLing 

Cicgcnstanct dcr liiiintking ist oin Vertahrcn /,Lir Ilcrsicl- 
lung von rckombinanicn [nfUien/a A-Vircn, die sovvohl in 
ihrcni (Jonotii die cnlsprcchcndun (laisions- )( Jonc, a Is auch 
in dor TTulio ihrcr Virioncn vollslandigc Mcnibran-veran- 
kcrtc t rcnidc ( ll \ koproicinc odcr aLich Mom bran- v crankcric 
bclicbigc Proicinc /.usal/licli /,u ihrcn nornialcn Clcncn und 
ObcrllaL-hcnpixMcincn cnihalicn. Die tVcuKicn 'iyp [-Cllvko- 
prolcinc konncn viralcn, aninialcn cxlcr huiiiancn Ursprungs 
so i n LI n d vv c t\ ic n li n i c r Vc r w c n d li n g i li res c i u c n c n \'I c n i b ra n - 
sc^incnls odcv dcsjcni^cn voni [nlUicn/a-namagLiiLinnin in 
die VirionhLille inkorponeri. Die iileiehe 1 Vans men ibrando- 
niane kann aiieh an den C- rerniinLis von anderen l^roleine 
an^ekoppelt vverden. die sieh damil /..'\\ als arleli/ielie 
N4eiiibranpro(eine in der Virushulle verankern lassen. Teeh- 
nischc liicnienie dicscr doiii Bereich der Genlcchnik xugc- 
iiorigen Mrfindiinii sind lernerein indirekl wirkendes Selek- 
tions\ erlaliren (in /wei AiislLihrungen ), mil deni rckombi- 
nanle Viren si ark angereiciieri vverden konnen, uelelie ein 
beliebiLies I Vemdgen iraiicn (unahhangiLi von dessen Migen- 
sehallen), sovvie die Vcrw'cndim^^ von Pr<>molor-\erslarken- 
den Mnianien und die lir/euLiLinLi von ( rekomhinanien ) In- 
lluen/a vRNA-Molekulen in vivo dureh die /eliulare RNA- 
Pol V me rase \ (be ides Clegensiand der l^alent-Antneldunii 
PC'I^ (.;. ITobonret aL und Pa. leaver ACi). 

l^raparalionen rekombinanier Fnlluen/aviren der besehrie- 
benen /usanimensel/unLi (aueh im ( remise h me h re re r Kon- 
slrukle) erlullen die Kriierien von Pebendvak/inen tiir Pillu- 
en /a bei Menseh oder 'iler. b/w. von I^of^pel vak/.inen /. B. 
fiir In 11 Lien /a- Viren und fiir Se li wei nepesl- Viren bei L^leieh- 
/eilieer rmmunisierunL! beim Seiivvein usw. Andere VirLis- 
Konstrukle mit fromden, be senders /.eliuliiren Glykoprotei- 
nen und ggf. einem weiieren /yiotoxiseh wirkenden (ien 
sind geeignei als Veklorsysieme in der ( leneiik und der so- 
mat ischen Gentherapie. 

Siand der leehnik 

P I'ine Reihe gut unlersuehter Viren konnien bereits 
durch ge/iehe lungrille in Virus- Vektorsysteme iPir den 
iVansfer von P'remdgenen verwandell vverden. Dureh Dele- 
tion einiger jeden falls unter Paborbedingungcn entbehrli- 
eher Gene hat man l^la!/ fur die Aufnahnie tier f renidgene 
gesehaflen, die wahrend der [nfeklion (nieisl unter der Kon- 
trolle von virusen! lehnten Signalsequen/en ) /.usanunen mit 
den Virus-eigenen (jenen exprimieri vverden. Neben den 
Verfahren /,ur rekomhinanien PrcMeingewinnung vvie B. 
dureh liaeulovirus-Vekloren (in Insekien b/vv. Fnsekien/el- 
len) dienen versehiedene Vektorsysteme abgeleilet von den 
Vaecinia, Herpes, Adeno- oder den Atieno-asso/iierlen Vi- 
ren /um heterologen (ien transfer in die /ellen eines inli/ier- 
ten Organismus, b/,vv. in den let/ieren 1 alien aueh /ur in- 
vivo Gentherapie. Das I'remd-Cren ist in alien tiiesen 1 alien 
jedoeh im Virion nur als Gensequen/ vorhanden und triffi 
erst nach der Fnl'ektion in den infi/.ierten /ellen als Pr<Mein in 
lirseheinung. Neben den genannten IDNA-Viren ist dieses 
Prin/ip aueh auf Retroviren (besonders abgeleilet vom mu- 
rinen Moloney Peukamievirus MoLV) und auf RNA-Viren 
wie das Rabies- Virus (Sehnell et al., 1994) (xler das \4asern 
Virus (Sidhu et al., 1995) oder Libertragen vvorden. Wahrend 
aueh hier in a Her Regel das heierologe Genprodukl nur in 
der inli/ierten /elle in la*seheinung intt. ist in einigen 1 'alien 
tlas Virus-eigene Glyk(.>protein dureh das eines anderen Vi- 
rus erset/t vwirden. besonders im l alle von MciI^V- Vektorsv- 
slemen deren env-l^rolein dureh das Cilykoprotein des Vosi- 
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eular-Slomatilis- Virus (VSV; Burns el al., 1993), was dann 
fiir das rekombinanie Virus /,u einem VS V-spe/.i (isehen In- 
fekiionsprc.v.eB fiihrt. 

Dieses l^rin/ipder Vektor-Abwandlung von Virus-Grund- 
' sirukturen isi in der vorliegenden lirlindung Libertragen vvor- 
den auf rnlluen/.a A-Viren, und hier besonders auf die P'\- 
pression von fremden Cilykoproteinen, die nieht nur als 
PYemdgene in das Genom, sontiern aueh als heierologe Pro- 
lei ne /.usat/.lieh /u den eigenen IV^einen ITamagglutinin 
und Neuraminidase in die [Uille (envelope) dieser Viren in- 
legriert werden konnen. .Anders als bei den meisten Viren 
handelt es sieh da bei um eine /Lisiit/liehe A u In ah me dieser 
fremden Gene und Proleine in den Virusverband, d. h. ver- 
bunden mit einer .ALisweitLing des Genonis und einer Veran- 
derung ihrer OberflaehensirLiktur. Damil sintl rekombinanie 
Viren dieses ALifbaus grundsat/lieh als Doppel-(oder Mehr- 
laeh- )Vak/.ine geeignet aLieh fur eine nasale/orale .Appli- 
kation vorausgeset/l, sie lassen sieh /iiverlassig aitenuie- 
ren (s. u.). Inn besondcrer Von oil liegi bei der Vcrvvondung 
rekombinanier fnlluen/aviren dann. dal.^ die hin/.ugefugten 
P'remdgene mit einer besonders star ken Promotorvarianie 
( 1 1 04; Neumann Lind noboiii. 1995) verknupfi vverden kon- 
nen. die /,u hohen pApressionsralen der P^reiudproteine fuhrt. 

2. Die Vak/,inierung gegen Inlluen/.a .A -Viren ist bisher 
aul' inaktivierle b/vv. dureh Detergeniien desintegrierte Vi- 
ren (d. h. auf l^roteingeniisehe) abgestellt. Naeh einer Injek- 
tion stimulieren diese Priiparate eine B-/ell- Aniwort mit 
Ant ikorperproduk lion, jedoeh (so gut wie) keine Reaktion 
der GD8-'r /ellen. vvie das bei einer normalen Infektion 
b/w. bei einer Pebend- Vak/inierung /Lisat/lieh der l-'a!l 
ware. Auch ist bei der liiertur Linphv siologisehen rnjektions- 
melhode /war die Syn these von spe/i I isehen FgG-.Aniikor- 
[^ern im Serum, nieht jedoeh die von sekretierten rgA-\4ole- 
kiiien im re spiral on se hen ' Iraki merklieh eriioht. die aLif der 
Oberllaehe der Mueosa die erste Sehut/funklion ausiihen. 
Unci sehliefStieh konnen die gegen ein "lixiertes" ITamagglu- 
tinin (aueh wenn als Ciemiseh eingeset/t) gebildeien Anti- 
korper die spatere Abwandlung der VirusslrLikluren in ihrem 
"genet isehen Drill" nieht vorvvegnehmen, sie werden da- 
dureh aueh ihre SehLit/wirkLing im Serum gegen die stiirkere 
Ausbreilung der rnlUien/a-rnfekiion im Korper spaler wie- 
der verlieren. 

I^ie gegen wart ig einge fuhrt e rnlUien/.a- Vak/ine ist damil 
anderen Virusvak/inen prin/ipiell unlerlegen, bei denen ein 
attenuieries, lehendes Virus verwendel vvird (/. B. bei der 
l\>lio-Vak/ine), und bei denen dureh eine (limiiierle) virale 
Replikaiion und IVoi ein syn these in den inli/ierten /ellen 
neben einer B-/ellen-Stimulation in MTIG P vermilieltem 
Koniakt auch die spe/i lisehen r-/el len-Reakiionen (GD4 
Lind GD8) iniiiieri vverden. .AlicIi ertolgl die ubliehe Fnllu- 
en/a-rmmunisierung in einer unphysiologischen Weise, 
niimlieh durch [njekticmen. vvomit gegen u her der naturli- 
chen Infektion in den Rachen sch lei mhaut -/ellen (iruppen 
von Pympho/yten in abweiehender Pokalisation im Korper 
erreicht vverden. was niehl vollig versianden /li einer an- 
dersarligen li-/ellen-Ant W(.irt (/. B. im Verbal inis IgG /u 
IgA. s. o. ) fiihrt. .Aueh in anderen Pallen hat sieh ein Immu- 
nisierungs-Modus mogliehst nahe an der natiirlichen Infek- 
tion hewahrl, was im Palle der Inlluen/a- Viren wie bei ande- 
ren .Aerosol-Atemwegs-Infekiionen auf eine nasal/orale Pe- 
bend- Vak/inierung verweisl. Dieser Weg soil mit der vorlie- 
genden pj-lindung besehriiien vverden. und /war aueh als 
DoppePtmmunisierungs-Straiegie. wenn /. B. beim 
Schwein /ugleieh gegen das Sehweine-InlUien/avirus und 
gegen das Schweine-Pesi virus, die beide auf aerogeneni 
Wege itberiragen werden, imnumisierl wird. Ilier/u werden 
erst m als frenuP virale CJtykoproteine wie das Sehweinepest- 
virus-IVoiein li2 in das In 11 uen /a- Virion vollsianciiii und in 
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(wcilgclicnd) auilicniischcr Konlormaiion inlogricri, wiis tOr 
(lie AusbilduriL! dor an den ObcrlUichcn dicscr Cllykopro- 
icinc uolcizoncn (nicht-lincarcn ) aniigcncn B-/cll-lipilopc 
von liccicLiUing isi. '/uglcich sorgi die gcnclisclic Vcrankc- 
runi! iin Inllucn/a-Clcnom dallir. daB dicsc l^rotcinc in den 
aborliv inli/icricn /clicn nachgcbildcl vvcnicn undauf dcrcn 
Obcrdachc in glciclicr Kon format ion crschcincn, was die B- 
Zellcn-Rcaklion vvcitcr siiniulicrl, crgan/.i Icrncr durch cine 
SliinulalionderdM-IIeller/ellen auf der Ikisis W\\\C l-prii- 
seniierier r-/ell-lipitope. Bisher konnien geneiiseh- veran- i 
ken nur kur/,ketlige Segnienie treinder Proleine aul der 
Oberilaehe von Innuen/a-Virionen praseniiert wertien, und 
/war integricn in [nlluen/a-eigene CWy koproteine. be son - 
ders in den Siiel der Neuraminidase (IVrey el al., 
Moglich war aulk-rdem die lur Immunisierungen jedoch un- i 
^eeiiinele l orin der iransienien Tnlegralion tVemd-\ iraler 
(ilvkoproieine naeh Virus-l>>ppelinleklionen bei dem soge- 
nannien "phcnoiypic mixing". 

}. In der Vergangenheii sind adenuierie Vananien von Vi- 
ren oft dureh serielle Passagen unier marginalen Waehs- : 
iLimsbedingLingen oder in unnauirliehen Wirls/ellen, d. h. 
dureh /LilaUsbedingte Mulalions-, und unier unklaren Selek- 
lionsbedingungen er/eugl worden. lirst mil der reversen C ie- 
nelik und jei/t dureh ge/ielle gesel/ie Mulahonen kv^nnen 
alien uierte Virus- Variant en in konlrolherier Weise aulgc- 
baul werden, die tiann jedoch wie Iruher auch auf die Aus- 
wirkung dteser iVIutationen untcrsuchl werden musscn. und 
/.war /unachsi in der /ellkuliur i\nd im rierversuch. Als al- 
tenuierte Inlluen/a- Varianten fiir [mpf si offe sind bisher vor 
allem verschiedene (mehrfacli) lemperaiursensiiive Mulan- 
len vorgesehlagen worden, deren Nuklcolidsubsiilulioncn 
jedoch prin/ipicll bei jeder Vermehrung einer Reversion un- 
lerliegen konnen. In dieser lirfindung werden stall dessen 
/wei davon verschiedene Pnn/ipien eingesei/i. Als ersics 
wird cin uhersiarker viraler Promolor in Verbindung mil 
dem I Vemdgen in nur einem der dann insgesami neun ver- 
schiedenen ^ hilluen/a- vRNA-N'lolekule verwendei. /ur 
llberexpression und (Jberrephkation dieser einen vRNA im 
Vergleieh /u den achi iibrigen. die dem ITelfervirus entsiani- 
men und allesamt llir die Virus vermehrung erforderlich 
sind. Bei slalisiischer Verpaekung aller neun vRNy\-Mole- 
kLile enispreehend ihrer indi viduellen Kon/eniraiion und bei 
einer begren/len Aufnahmekapa/iiai der Vinonen von ea. 
LS solcher Molekule werden dann durch die vermehrie An- 
/ah I der Kopien von I remd-RNA ein/elne der achl Fnllu- 
en/a-vRNAs aus den sieh bildenden Virionen verdriingi. 
was bei diesen /um Verlusl der Vermehrungsfahigkeil und 
insgesami /um Abfall der Pkiquebiidungsrale fur die sich 
bildenden Pariikel fiihrt, und /war ly pischerweise in einer 
l^assage um drei bis vier /ehnerpoien/en. Als /weiies Aiie- 
nuationsprin/ip werden Ribo/yme verwendei, die in se- 
quen/spe/ilischer Reaktion gegen ein/elne der TTeller- 
vRNA-Segtnenie geriehiei swd. Dadurch wird die Jeweilige 
Cien-Sequen/ in hoher Ausbeuie /ersi on und kann auch 
nichl beim Verpackungsvorgang in die sieh bildenden Impl- 
Viren aufgenommen werden. Der Ausfall des /ugehorigen 
Cienprodultes wird hierbei dureh DNA-'lVansfekiion mil 
den enlspreehenden Konslrukten b/w. durch Vennehrung in 
/eltinien mil chromosonaler I expression ties fehtenden Pro- 
teins ausgeglichen. 

Damirbesehreibl und enlhulll diese lirfindung die Kon- 
slrukli(in von rekombinanien [nlluen/aviren mil Hoe hex - 
pression fremder (.ienprodukte einscliliel,-^lich fremder ( lly- 
koproteine. die durch staiisiisehe Verdriingung wie vor al- 
lem durch konirolliene /erslorung ein/elner Clene in ihrer 
Virulen/ aiienuiert sind, und daher als Vak/ine eingesel/1 
wertien konnen. 



Konslrukiionselemenie der lu lindung 

1. RNA-Polvmerase I-Melhode fiir die li.xpression von (re- 
kombinanien) [nlUien/a vRNA-Molekulen 

IX-r Aulhau rekombinanter [nlUien/aviren auf der Bals 
enisprechender Plasmidkonsirukte in l{.coli Kl2 verwendei 
die in diesem T.abor enl wickelte Meihode der inira/.ellularen 
Mr/eugung von rekombinanien vRN A-Molekiilen durch das 
l{n/vni RNA-Polymerase T nach Plasmid-i:>NA-'[Vansfek- 
lion der enlspreehenden cDNA-Konsirukle (/obel ei al., 
1994; Neumann et al., 1994), niedergelegl in Patenianmel- 
dung pe r 9.S/()3()()3 (Tlobom et al. sowie Bayer ACl). In lir- 
we i I e r u n g / Li de r dor I ge n a n n i e n M e I hode w i rd e n 1 we <. le r de r 
murine RN.A-Pol y merase [-Promolor (in \4aus-Xelhnien ) 
Oder der humane RNA-Polymerase I-Promolor (in humanen 
oder in Affen-/ellinien. besonders in CX)S-7) verwendei, 
WLihrend die Terminalor-Sequen/ ausiauschbar in alien /el- 
linien aus der einen oder anderen rONA stammend aktiv ist. 

2. RNA-l\)tvmerase [r-\4elhode /ur 1 Expression von (re- 
kombinanien) hiHuen/a vRNA-N4olekulen 

.Aliernaiiv /ur vorgenannien Standard- Me I hode konnen 
RNA-Molekiile nni rnlluen/a-vRNA-ipy ischen PEndsequen- 
/en in /wei Schrilien stall einem auch dureh das normale 
/ellulare 'rransknpiionsverfahren mil RNA-Polymerase 11, 
hier jedoch in Minus-Sirang-Oneniierung er/eugl werden. 
Dafiir wird das .V-Pjide der vRNA aus dem PrimLiriranskripi 
her aus durch ein spe/ihsch konslruieries cis-Ribo/ym gebil- 
dei (das primar gebildele 3'-Pnde der mRNA einschliel.^lich 
der TIepaiilis 5-Ribo/ymsequen/ selbsl wird damit nukleo- 
Iviisch entferni: VIenke und ITobom, 1997). Oas iiber die vi- 
rale 5'-v]^NA-Promoiorsequen/ hinausreichende .">'-Pjide 

. des IVimariransknptes (/. B. 12 Nukleoiide mil ^'-('4^- 
Slruklur) gehl anschlicHcnd im /uge tier vRNA- Amplilika- 
litMisreaklion verloren, tlie auch bei einer sole he ran verlan- 
gerien Malri/e an tier normalen fi'-Posiiion tlie Synthese der 
InlUien/a mRNA sowie cRNA siarlel. In /wei Schrilien eni- 

) siehl tlamil ein vermehrungs- und verpackungslahiges 
vRNA-Moleki.il auch aus einem nd^NA- Vorlauler heraus, 
vvie er beispielsvveise unier tier Konlrotle eines pC'MV-Prt>- 
niouirs gebiklei wirtl. 

V VTuiaiitinen tier viral en PrtnucMorsequen/. an tlen 5' unti 
3'-P:ntlen der vRNA 
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Verslarkentle Mulationen tier viralen PronuMorsequen/ in 
verschiedener Abstufung, besonders aber die deullieh vvirk- 

-so samen Mutalionen 1104 untl 1102 (Neumann und Ilohom 
199.S; in tier bereiis genannien Palentschrifl ) werden tlurch- 
weg als Pndsequen/en in den rekt)mbinanten vRNA-Mt>le- 
kufen, tt. h. in Verbindung mil tlen 1 remdgenen verwentlel. 
Sie orienlieren sich an der "Korken/ieher"-Sekundarsiruk- 

.s.s tunnlerprelion fiir die akliviene Pbrm tlieser Promokirse- 
quen/en (Plick el al.. 1996). 

4. p:.xpression fremder CilykoprtMein-Clene und Fnkorpora- 
lion der Ciiykoproieine in die Virionen 

Die C'lene verschiedener fremder Ciiykoproieine vom all- 
gemeinen lyp I. d. h. mil einer lerminus-nahen hytlro- 
phoben Membrananker-Sequen/ werden wie /ur lExpression 
antic re r (iene auch /um Aufbau enisprechender cDNA- 
(S.s Konslrukle verwendei, so tlal.^ enlsprechentle anefi/ielle 
vRNA-Molekiile gebildel werden konnen. und /war in Mi- 
nussirang-Orieniierung b/w. (.Jegenslrang-Richl ung. Die 
I'remdiicne nehmen da bei den Plal/ der kodierenden Se- 
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qucn/. von InlUicn/,a-( Icncn cin, IkinkiL-ri \on aulhcniisclicn 
odcr Icicht ahgcvvandclicn nichlkodicrcnticn iicrcichcn, vvic 
sic in cicn Tnllucn/a vRNA-VTc.ilckiilcn vorlicLicn. Nubcn ci- 
ne ni cigcncn odor ahcr voni TIarnagglutinin (ITA) cn ilchntcn 
Signalpcptid unil'aBi (iic Cjlykoproicin-Scqucn/ tiann die > 
vollsiandigc cigcnc, also rTA-tVcindc l{klo-l!)(Mnanc und an- 
schlicl.^cnd cnlwcdcr die ci gone odcr hiiuligcr die TTaniag- 
gkiiinin- lVansrHenihran-Donianc cinschlicBlich cincr C-icr- 
niinalcn "cvioplasiuaiisehcn" lindseqLicn/, I hei TTA: 26+ 11 
AiuinosaLiren ). l^as giciche Konsirnkiicinspdn/ip gill ancli lo 
tiir Niehl-(;iykoproleinc, die ersl diireh die VerbindLing mil 
den heiden llankicrcnden Signal- und Mcnibransegnicnien 
des Ilaniaggluiinins /.u artcli/.iellen Oherll ae hen prole inen 
aLil deni Virion umgesialici vverden, /. B. fur das grLin-lUio- 
res/.icrende l^rotein a lis Acquoria victoria ((ll'P). Mil den I5 
IlaniagglLilinin-ScqLien/.cn in der Mcinhran vcrankcrt han- 
deli es sich ini lirgehnis /war uni I 'usionsproieinc, deren ge- 
sanile Lin vera ndcric liklodoniane gleiclnvohl da von nnhe- 
oindLiBi sich in dcr Nornialkonrorniation ausbildcn kann, cr- 
kennbar ini gen an men l-a!l an dcr ( Jl P-lluores/cn/. :o 

5. [ndirckic Sclckiionsnieiluxlc ilir rckonibinanie [nllLicn/a- 
Vi ren 

Die durch RNA-Polvmerasc [ (oder RNAd\)lymerasc FI) is 
in den cDNA-transli/ierten /cUen gcbiidelen rekoinbinan- 
icn vRNA-VTolekiile benotigcn fur ihre Konversion in 
pscLidcvviralc luRNAs und t ur die anschlicBcndc Aniplifika- 
tion Liber cRNAs wicder /u VRNAs die virale RNA-l\:>ly- 
nierase dcr ITcltcrvircn, /.Lir sclilicBlich lolgendcn Verpak- >o 
kLing /.LKsaninicn nnl deni Ucllervirus-v RNAs dann aLJcli allc 
Librigcn ( icnprodiikte cinschlicl^licli der SirukiLirpr(Meine. 
Die gleich/eitig gcbiidelen Lin vcranderten ITeltcrxiren do- 
niinicren dcr /alil nach ini Clcniiscli der Toe hi crvircn. 

Die Scleklion der rekotnbinanl iransli/icrten bzvv. rckotii- .vS 
binanl inh/.icrten /cllcn (nach " Viruspassagc" des priniar 
gcbiidelen /cll-Ubcrslandes mil den Ibchlerviren darin aLil" 
trische /cllen) gegenuber den nichl inli/icrlcn b/,vv. den 
niehl rekonibinani-inh/ierien /cllen gclingi mil Tlilfc der 
l{.\pression von Cd'? und des sen 1 "I uores/en/-l {mission \ on 40 
590 nm hoi Anrcgung durch 483 niu (C'hallic ct al., 1994; 
Cubiii el al. 1995; Sicmering ci al., 1996). Das (HP-Cjcn isi 
I Lir dicscn /week eingebracht wordcn in bicislronisehc 
vRNA-Scgmenlc, und /.war als ersies (dslron am 5'-linde 
diescr niRNAs, wahrcnd das eigcntlich inlcrcssicrendc be- 4.s 
liebigc iTcmdgcn den disialcn Plai/ aufden viralcn niRN.As 
cinnimnii. Aul' dcm vRNA-Ciegcnslrang liegi miihin tiic 
Rcihenlolgc invcriicri vow Vor und hintcr der in vcrsen ( il P- 
Sequen/ sinti hier SpleiB-Donor und Spleil>-Ak/epior Si- 
gnalc mil pariicllcr Wirksamkcil angeordnel, die in vlen inii- so 
/ierlcn /cllcn (wahrend der " Viruspassage" ) bei cinem Teil 
dcr vRNA-\4olekule das (d P-CJen durch cine Splcil.vRcak- 
lion en I i erne n. Die in der niichsicn l^assage inli/icricn /cl- 
lcn ha ben dann die CdP-lluorcs/cn/ vcrlorcn Lind cxpriniie- 
rcn jel/i siaii desscn das vorhcr dislalc Clcnprodukl der bici- 
slonischen RNA-Scgnicnic. Fn dcr /weilcn (odcr driiicn) 
l ACS-Soriierung werden jcl/l daraufhin die nichl- ll uorcs- 
/ierenden "dunklen" /cllcn aussorlicri und deren Virus- 
IJbcrsland dann I'ur die weilere VermehrLing verwendcl. 
Das Vcrlahrcn beschreibi crsimalig cine Spleil.ucaklion aLiT ''>0 
dcr libene cincr gcnciniischcn vRNA. und damil /uglcicli an 
einer Minussirang-RNA. 

liinc /wcilc indirckle Seleklionsmeihode I'lir 1-rcmdgcne 
bcruhi cbcnlalls aul' dcr 1 luores/cn/ eincs vorgcschalicicn 
(ilP-(!ens, das hier jedoch dureli cin aliernaiiv wirkendes 
Rcplikalionssignal abgcglicderi isi von deni nachlolgcndcn, 
indircki /u selcklicrcnden C.icn. Bicislronisehc vRNy\-Scg- 
nicnte diescr An iragcn /usiii/lich /u deren FAikalisation am 
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.V-lindc cine weilere 3'-PromoiorseqLien/ in der [VFitle /\vi- 
schen den beiden Cisirons, so dal.^ die CJesanii-Promoior- 
slrukiLir gehiUici aus den 5'- und 3'-Anleilcn sich hier alier- 
naiiv cinerscils Liber beide Cis irons hinvveg ausbildcn kann, 
(xler aber andercrseils nur Liber das 1 'remdgcn hinweg, was 
/um rcplika liven Verlusl des nichl einbe/ogencn (d l^-Clcns 
t'Lihrl. Die /weisiulige Scleklion tiureh 1 AC \S-Sorlierung 
tiihri hier in gleichcr Weisc wie oben /ur Fso lie rung b/vv. 
AnrcichcrLing von FnlUien/avircn mil bcliebigen tVemden 
Clenen. 

6. CJe/iclle iVFLilagenese dcr Fnlluen/a-Cicne Scleklion 
dLtrch l^ibo/y m-Spallung 

Die Fnkorporalion tVemdcrC ienc in rckombinanie Fnllucn- 
/aviren isi vvegcn des damii verbLindencn neuen l^hanolvps 
leichler /u dcleklieren Lind /li isolieren als es die gc/ieli 
konsiruiericn Varianien virus-cigener Cicne sind, verbor- 
gcn in cincr Ubor/ahl von unvcrandcricn TTcUcrvircn. l-iir 
deren Scleklion muB cin Umweg besehriilen werden. dcr in 
dcr Konsirukiion cincr Scrie von spc/iliseh Ncrandcrlcn 
TFclter\iren beslehl. die allc cine F^ibo/y m-Sehnillslellc in 
jevveils cinem ihrer vRNA-Scgmcnie iragcn. und /war in 
dem FkM-cich der niehikodierenden ."S'- odcr/und 3'-F'lanken- 
scqucn/cn. Sic wurden /u dicsem /week selbsi ge/ieli vcr- 
anderi Lind Liber mchri'aehe PlaqLie-F^einigung isolicri. Fm 
Cicmisch mil "scinem" spe/ilischen I Feller virus laF->i sich das 
analogc, im kodicrendcn F^ereich ge/ieh veranderlc, jedoch 
in den .'XuBenllankcn die Linbcruhrie Wildiypsequen/ aLif- 
weisendc vRN.A-Scgmenl aus der F^NA-PcMy merase F-'IVan- 
skri[Mion durch Ribo/ym-F iinu irkLing heraLisisolieren, /li 
dem /week werden die enisprcchendcn Wirls/ellcn /u\\)r 
mil cinem cF^NA-Konslriikl Iransicnl iransli/ierl, welches 
cin spc/ilisch wirkendes F^ibo/ynt ( vom hammerhead- Tvp) 
cxpriniicri, gerichtct gegcn die Schniltslcllc in dcr cincn 
vRNA-ldankcnscqucn/ im ausgewahlicn T Teller virus. Die 
so vorbchandellen /cllcn vverden anschlicBcnd mil dem Vi- 
rus-Cicmiseh inli/icri (in cincr "F^assagc"), wobei derCJroB- 
icil eincs dcr achl Flcltcrvirus-Segmenlc durch Spallung /cr- 
siori wird, wahrend das mulicrlc l:rsal/-Segmeni Lihcrdaueri 
und sogur amplili/.icrt wird. Dicse Behandlung kann in ci- 
nem /vvcilcn Durchlauf wicdcrholi werden und lielert die 
gc/iell vcranderlen Virus-Mulanien in cinheillicher PopLila- 
lion. Mir cine hoherc Reaklionsausbcutc und auch /ur Absi- 
ehcrung gegcn cine mogliclic IVTulalion im /ugc des gcneli- 
schen Drills in dcr Ribo/ym-l{rkennungssicllc auT der 
vRNA sind diesc cbenso wic die /Ligehorigen Ribcv.yme in 
dcr F'orm von randem-F^imcrcn aLisiicbildei (Menke und 
FFobom, 1997). 

7. Virus-Allenualion durch vRN.A-F^ibo/ym- Spallung und 
k(Miipensiercnde PrcMcin-Komplemenlalion 

Die schon bcschricbene F^ibo/ymspaltung dcr vRNA ei- 
ncs TTcUcrvirus-Segmenls I'uhri bei leh lender Kom pen sal ion 
durch cin ncugebildcics Segmeni gleichcr I'unkiion /u cincr 
nur aboriiven Fnl'eklion, es werden keinc oder hochslcns 
schr wenige Ibchlerviren gcbildei. Die Komple menial ion 
der rehlcndcn Cicnt'unkiion kann jedoch siaii durch cine 
vl^NA auch durch das /ugchorige Prolcin crlo I gen, d. h. 
durch die Prolcine\pression aul' dcr Fiasis cincr F^NA-Polv- 
nicrasc FF-lt\pression. die jedoch dabci keinc verpaekungs- 
fahigen F^NA-Molekulc enislchcn liiBi. Fn den /Livor iran- 
sicnl doppcli DNFA-transli/icricn /cllcn (Ribo/ym-Kon- 
slruki; l{\prcssionsk(.)nslruki fiirein viralcs Protein) werden 
als lu-gebnis cincr anschlicBcnden Virus- Fn I ek lion /war 
ibchlerviren gcbildei, die jedoch bei tchlendem (Icnseg- 
meni nur ncvh einslulig (aborliv) inlckiionsrahiii. niehl aber 
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in den ncu inii/icricn '/cllcn vcrnichrunysfahiii sind. Damit 
ciuncn sich die so aitenuieri Licbildeien Viren als Tmpi'viren; 
/.usai/.lieh /u der leilweisen lixpression der eigcncn Cicnc in 
den aboriiv infi/ierien /cllcn isi bei ihncn die l^xpression 
iVenider Protcinc und Cilykoproleinc /um /wecke der Siei- 
i^erung b/w. der Auswciiung der Imnuinaniwori inogli*. !!. 

8. Ileltervircn und Ciewcbekuluir/el len 

A I s S 1 a n d ard- ITe I Ic r \ i rc n vv e rde n \' e rsc h i cdc n c T I ii h n e r- 
[nlUicn/.aviren (KP- b/w. IPV- Viren) verwendel (117 ITA): 
M^V-Braiislava, PPV-Roslock odcr PPV-Cliesscn. AuBcr- 
deiii wurdcn dafur luchrerc Virus-Reassorianien eingesel/,l, 
Licbildel in Doppcl-rnl"ekii(>nen aus cineni 117- und eincm 
n2-Virus (Seliohissck et al., 1979), sovvic schlicBlich fur 
liin/clversLiche die unier (()) ecnannicn spe/.iellen Hellervi- 
rus-Slaiiuue. Die spiiieren Viruspassagcn vvurden rouiine- 
ruiilMg auf den Standurd-Zellinien MIX'K und MDBK 
durehgclLihrl, vvahrend dcrersie Schritl /.ur Synthese rckoni- 
binanTer Viren Liber die RNA-Polynierase [-i:\pression von 
cDNA-Konsiruklcn enivveder aut" Vlause/.cllinicn ungewic- 
sen isi (u. a, B 82: Konstrukie endiallen den rDNA-lVoiuo- 
lor tier N4aus) oder auf humane b/.vv. AlVen/eliinien ( /.. B. 
CX)S-7; Kv>nsirukie cnilialicn vien luitnanen rDNA-Pronio- 
lor). 



lieispiel 1 

Inkorporation von (\S1' V-Cilykoprolcin \ \2 in inlUicn/a- Vi- 
rionen 

Das Selnveincpestvirus (CSP'V = contagious swine lever 
virus) isi aLicli gegcnwiiriig cine bedcuiende Bedroluing der 
Sclnvcine/uchi in Dcuischland und liuropa. Bei siarkereni 
Vcrkehr und Handelsauslausch mil den oslCLnopaischen 
Pandern konnie die Inlekiionsgel ahr weiicr /unehnien und 
der Bedarf an eincr wirksamcn Vak/,ine /. /.ur liimiani- 
niung ciner 1 Epidemic vveiicr /unehmen, auch in den osl li- 
chen Pandcrn selbsi. CSI V bcsii/l als Pestivirus ein RNA- 
Plussirang-( icnom mil eincm tangen Pcscrasicr. der in ein 
alsbald proleolyiisch /erlegics Po I yproiein liberiragen vvird. 
Von den Spaliprodukicn wcrden drci als Tin vciopc-Proieine 
auf der ObcrlPiche der Virioncn gefunden: Cilykoproleinc 
Mo (=lims), 1{1 und li2, von dencn das p:2-Proicin die Rc- 
/epior-liindungsslcllc cnihali (Riimcnapf et al.. 1993). Die 
Morphogencsc der ( 'SI V- Virioncn findct im Bereich des 
Trans-Clolgi-NcI/werks slati, also nichi an der Plasmamcm- 
bran der /ellobernachc, die auch von kcincm der ein/clncn 
(.llvkoproicine errcicht wird. Die inlra/cllutaren Transpori- 
abiaufc sind damil vollig verschicden von (ienen des Inllu- 
en/avirus und seiner Cilykoproleinc. 

Das cDNA-Segnicnl mil der kodicrendcn Scquen/ fur die 
C\Sl'V-C.ilvkoproiein l{2-p:kiodoniane saml ciner vorange- 
hcnden Region cnlsprcchend eincm 23 Aminosauren langcn 
Signalpepiid ( Signalasc-scnsiii v ). insgesaml 364 ( otions 
Libcrdeckcnd, von Nuklcolidposilion (Meyer c; al., 1989): 
2362 (ATA = Isolcucin, hicr jcdoch verwandeh in ATCi = 
[VIeihionin) his 34,S4 ('rr'r= Phcnylalanin, hicr jcdoch ver- 
wandeh in rCiCi = Tryptophan) isi im Ausiausch einkloniert 
vvorden in ein vRNA-li.xprcssionskonsiruki fiir das TTamag- 
glulinin. Dabci sind von der Scquen/ des In Hue n /a- Seg- 
ments 4 erhahen d\c llankierenden ri'- und 3*-P:ndcn. vor 
dem St art codon des I 'usionsproicins jcdoch cnlsprcchend 
der Ko/uk-Sequen/ (Ko/ak, 1991 ) verandcri, sowie der gc- 
samlc Ahschniil cnlsprcchend der HA- Transmembran-Do- 
manc und dem C'-Terminus (Nukleolide 1-29 und 1623 bis 
1768 in der cRNA-Numerierung ). Die im Konsirukl 
pnP19f>9 ( Abh. 1 ) vervvcndelc Promoior-Mulantc 1 104 em- 



hall dabci noeh Nuklcolidausiauschc an den Posit ionen 3. 5 
und 8 (Neumann und ITobom, 199^). Die I'usionsgrcn/c des 
Proteins /wischen (ier p:2-l{ktodomanc und der ITA-'lVans- 
membrandomanc wird auf der cDNA-P!bcnc durch cine 
Bamin-Schniiisicllc markicrl. Der beschncbene /en I rale 
cDN.A-Abschnilt des Konsirukis isi /ur lixprcssion als 
vRNA-Minusstrang in pITP1959 nukleotidgenau umrahmi 
von dem murincn rDNA-Promolor und -'Icrminaior, d. h. 
von den Scgmenicn 254 bis 1 (be/ogen auf den 'IVan- 

10 sknpiionssiari der Vorlaufcr-rRNA ) und +571 bis -1-745 ( be- 
/ogen auf das 3'-p;ndc der rcilcn 285 rRNA). Die Replika- 
tion in Pl.coli K12 und die Ampicillin-Sclektion wcrden gc- 
iraecn von dem umsclilieLV*nden Basis vckior pBlucscripi 
SK (vgl. Ahb. 1 ). 

IS Naeh Lipolcciamin-vcrmitiellcr DNA-'lVansfckiion von 
pnP1959 DNA in murine B82 /cllcn. gcfolgt nach 24Stun- 
den (2 30 Stunden) von der 1 TV-!ira!islava llclfcrvirus-In- 
fcktion (moi:2 5) wcrden in den Nukleoli der iransli/icricn 
und inli/icrtcn /cllcn durch die /ellularc RNA-Poly merase I 

20 pscudo-vRNA-Moleki-ilc er/cugl. und anschlicBcnd im Kern 
durch die viralc RNA-Polv merase in virale mRN.A-Molc- 
kiilc ubcrfuhrt (nach dem "C'ap-Snatching"-Pnn/ip; Krug el 
al.- 19S9). [n der spaicren Phase der Virus-Infcktion wcrden 
dann uLich cPNA-Molcklilc, und in crncuicr Umschreibung 

2S sclilicBlich 'rochicr-vRN.A-Molckule gebildel. Die viralen 
mRNA-MolekLilc fuhren /ur Synihcse des p:2-nA-l\isions- 
proteins. das an der Oberflachc der /cllcn crschcinl und dorl 
in indirckler Immunlluorcs/cn/ nachgcwiesen wcrden kann 
(Ahh. 2). Dorl wird cs weiicr in die sich bildendcn InlUi- 

M) en /a- Virioncn inkorporicrt (Abl>. 3 und 4), als drines Cily- 
koproiein in iter Virion-ITiillc ("envelope"), neben den Cily- 
koproicincn TTA und NA des ncller-rnnuen/avirus. Der 
Transport /ur /eliobcrllache und die [nkorporation in die 
(Ircmden) Virioncn isi abhangig von der nA-'lVansiiicm- 
brandomane (Ahh. 5), und Kontrollklone mil dem 1^2- 
rransmcmbranscgmcni wcrden auch unier den BcdingLin- 
gen ciner [nMucn/a-lnfcktion nicht an die ObcrlUichc trans- 
poriicri Oder in die Inllucn/a- Virioncn inkorporieri (Spur 6 
in Abb. 3). Die C'-lerminale Scquen/ von 11 Aminosauren 

40 kann dabci abgewandclt wcrden, ohne daB das ' Iran sport - 
vcrhalien in der /clle und der liinbau des I 'usionsproieins in 
die Virioncn da von cntscheidend bcruhiM wurdcn. (Spuren 3 
bis 5 in Abb. 3). Der Transport des 1 usionsprotcins an (he 
/ellobernachc isi unabhangig von andercn viralen Proleincn 

45 und crfolgt auch bei eincr lixprcssion durch RNA-Poly me- 
rase ir in Abvvcsenhcit der [nlUicn/a-rnfcktion (nicht gc- 
/cigl). 

Neben der Inkorporation des Pusionsproicins in die Virio- 
ncn wird auch die /ugehorigc vRNA in die Viren vcrpackt 

so und kann nach (mehrfacher) Viruspassage auf der Oberlla- 
che der neuinli/icrlen /cllcn c ben so wic in den dorl gcbilde- 
ten Virioncn nachgcwiesen wcrden, wcgen der Verbindung 
mil eincm verslarkten Promotor in an s lei gender Kon /en t ra- 
tion (bis /u 1 : 1 relativ /um TIA). Die rnfektiositat der Viren 

s.s isi davon nicht bccinirachtigi, was die vcineinandcr unab- 
hangige [nkcM-poration und ()ligt.imeri sic rung der verse hi c- 
dcnen^Citvkoproleinc in den Virioncn be I eg t, da tlie TTomo- 
Trimeri sic rung von TIA cbcnso wic die Homo- Tel ra me ri sic- 
run e von NA Voraussei/ung fur ihre I'unklion im /ugc der 

(SO Infcktion isi. 

Bcispicl 2 



l{xpressi^:)n von grLin-nuorcs/icrcndcni Protein durcli re- 
6.S kombinante Inllucn/a viren und IvNC'S-Zcllsorticrung der 
C i 1 "P- 1 n n ue n /a- i n f i /icri e n /e I Ic n 

Die cDNA fCir die Scquen/ des gri.in-lluores/.icrcndcn 
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IVolcins (CilP) a LIS Acquoria vicioria isi in p[IL1972 (Abb. 
()) h/.w. in wciicrcn solchcn Konsiriiktcn cinschlicBlich 
p[TL22,Sl in aklivitaissiciucrnci niuiicricr I brni (Challic ci 
ai. 1994, Cubit! cl al. 1 995 Sicmcring oi al., 1996) in UNA- 
l\>lynierasc r-M\prcssic:»nsveklorcn iniCLirieri wordcn. Dahei 5 
LTSCl/,cn die 246 (\xlons tier (jl'P-Sequen/ plus seelis Co- 
dons einer 1 lislidinfolgo am C-'icrniinus die kodierende Se- 
quen/. des NP-CJens iin Segnieni 5, crhalten sind dann nur 
die llankierenden nichl-lranslalierien Sequen/.en am 5'- Lind 
3'-]{ntle dieses Segmenies, abgeandert allerdings geniaB ^ler lo 
1 l()4-Promoiorvariante (Neumann und Ilobom, 1995) und 
fiir eine Optiniierung des Translalionsstaris naeh Ko/ak 
( 1991 ). Umrahiiii wird der /.enlrale Teil des KonslrLikles in 
diesem I 'alle dLirch <len RNA-l\Mymerase 1-Promot or aus 
iler lunnanen rDNA ( 407 bis 1, he/ogen auf den Slari- i.^ 
punkl der Voriauler-rRNA ) und den RNA-Polynierase [- 
'lerminalor aLis tier tiiLirinen rDNA (in den gleiehen ( Jren/en 
wie mi lieispiel 1 ), wahrentl die li.et^li K 12-Kassene gleiciv 
falls dem Konslruki pTTTd959in I^cispiel 1 enisprichl. 

Die /ellspe/ililai des human en PronKMt^rs bedingi, tiaB 2(> 
liier tlie I jpt^leciamin-DNA-TranstekiitHi in C()S-7-/eljen 
ausgeCuhri win I. Die Superinlektion rnit I'PVBralislava als 
llelterviren (nioi: 1 5} nach 20 24 Sluntlen luhri hei 
prTTJ972 naeh tlrei bis vier Stunden, hei pnL225 1 naeh 2 
bis 3 Sluntlen /.ur CiP'P-l'luores/en/. in tlen sovvohl iransli- 2s 
/ierlen wie inli/ierlen /ellen. I vpiseherweise in einem An- 
teil an tier /ellpopulalit^n vt^n 159^ 259^ (Abb. 7), in tler 
Ausbeute abhiingig best^ntlers vt)n tlem lirlt^lg tier Lipt>lee- 
lamin-liehantllung. Die gemischte /ellptipulalion laBi sieh 
in einem liutires/.en/-akii vierien /eli-StMlierer (lACS; 
Beeitni-DickinstMi ) in fUitires/ierentle untl in niehi-llutn-es- 
/.ierentle /ellen (niehl transfi/.iert, txier nur tlureli 1 Teller vi- 
ren inli/ierl) auispalten. in ihrer l:\iinkiit>n stark untersehie- 
tlen, s. Abb. 8. Die lluores/.ierentlen /ellen wertlen durch 
/e n 1 ri fug at i o n re ko n /.e n I r i e rt u n d i n G e vvc bo k ii 1 1 u r- Medi u m .vS 
aulgentMUinen. IDie von ihncn in der weileren Inkubaiion 
treigeset/ten Viren sind stark angereieherl Tur rekonibinante 
Viren, wie sieh bei deren weiierer l^assage /.eigi: tlie vt^n i li- 
nen inli/ierien /ellen sintl in ht)her Ausbeuie rektirnbinani 
inli/iert, tl. h. sie /.eigen die dureh tlas (.11 'P- Segment be- 40 
wirkte 1 iuores/cn/.. Die P'ACS-Selekiion kann aueh naeh 
dererslen Passage, d. h. an den mil einem Cjeniiseh von re- 
konibinante n unti TTelferviren inli/icrien /ellen ausgetuhrl 
wertlen, und trennl tlann tlie rektMubinant infi/.ierlen /ellen 
vo n do n ii b ri g o n /o 1 1 e n a b . di e e n t wede r n u r d u rch T To I lb r v i - 45 
ren txier gar niehl inli/iert sintl. 
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Paionlanspruoho 

1. l{in Tnlluon/avirus-Vektor-Systom, geoignot Tur die 
l^eplikation, lYanskription und Translation (lixpros- 
sion ) iVomdor Cionprotlukto, datlurch eharaktorisiort, 
tiaB OS oin txlor mehroro Sogmento mil rrenitler txier 
verantierler CJensequon/ onthalt. /usat/lieh /u don 
RNA-Sogmonlen des ntirmalon Virus-CrontMns txter in 
tleren loilvveiser Substiiutit^n. 

2. Viren enisproehend Ansprueh 1, in tienon in ge/iel- 
tor Wei so eine txier mehroro MLitalit)nen in tlie niehl 
ktxiioronden txler/untl tlie ktx lie rent ion Reg it>nen ein- 
gefuhrt wurtlon, hoi einem txier me h re ren Segment en. 
wolche quaniii alive txlor/und qualit alive Voriintlerun- 
gen an don vo rso hie do no n viralon CienprtxUikien her- 
vt>rrul'en, oinsehlioBlieh dor vollstanttigen Deletion ei- 
nos tier viralon Ciensogiiienie. 

3. Viren ont spree ho ntl tlen Anspriiohen 1 unti 2. in tie- 
non mindostons ein /usiii/liohos, mtxiili/iortos Seg- 
ment tlen aeht tiriginalen Tnlluen/a- vRNA-Segmonien 
hin/ugeriigi wurde, ktxiieronti lur oinos odor inohrere 
rronuie (cxler vorantierte eigono) Ciene txlor Cien sog- 
mento. 

4. Viren enisproehend den Anspruehon 1 bis 3. in tie- 
non tlas txier oin inkt)rpt>riortes I Vomttsogment liir ein 
Cilykoprotein Ire n it i- viralon animal or, hu manor odor 
antlerer TTorkunll ktxiiert, mil txier t)hne Raster-l'usi- 
onsverbindung /u ktxiioronden fnlluon/a-Sequon/en. 
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und bci acncn /.uglcich das ( ily koprolcin sclbsl in die 
lUillc dcr Virioncn inkorponcri wird. 
5. Vircn cnlsprcchcnd dcm An sprue li 4, in dcncn die 
tVcnide. als vRNy\ und als l^roiein inkorporiene Cilyko- 
protein-Sequen/, eninonimcn isi dcni (renoni des ^ 
Sclnvcinepcsivirus (C'Sl'V), des Bovinen IDiarrhoe- Vi- 
rus (IWDV). des Vesikuliiren Sloiiialilis- Virus ( VSV), 
des Borna- Virus (BDV). des Marburg- Virus, des 
lihola- Virus, des ITepalilis ('-Virus, des lYuhsonuner- 
MeninL!o-l{neeplialitis-Vrus (I'SMl: b/vv. 'Id^l'J, des lo 
Wesl-Nil-Virus o(ier des luinianen rniniundeli/ien/- Vi- 
rus (TTIV). 

(). Viren enls[^reebend den Anspri^ielien 1 bis 3. in dc- 
ncn eines oder niehrere der inkorponerien l-'renidgene 
furein Lvmphokin hunianen oder aninialen Ursprunys i> 
kodieren, das von der fnlluen/aveklor-infi/ierten /elle 
sekretierl wird. 

7. Viren enlsprechend den Anspriiehen 1 bis 3, in de- 
nen eines <ier l-renidgene tlir die 1 expression eines 
Apopiose-indu/.ierenden ( Jens oder eines Toxin- (lens -O 
kodieri, vvirksam in der primar inli/ierten '/elle oder 
naeh Sekrelion in benaehbarlen /ellen. 
S. Idne Melhode lur die indirekte Seleknon von Inllu- 
en/.avirus-Varianien genial.^ den Ans[M'uchen 1 bis 7 
dureh die 1 7\( 'S-.Separaiiv^n inli/ierter /ellen, bei der 
beliebigen l Yemd^enen das (ien lur das griin-lluores- 
/lerende Protein ((dP) aus Aequoria vieioria oder ein 
art eli/.ie lies Den vat da von vorgesel/l vvurde, llankierl 
von vRNA-SpleiBdonor- und Ak/.eptor-Signalen oder 
von verdoppelten [nlUien/.a-Replikations-Signalse- 
quen/.en soleher Akiivitat. <laB das (d'P-(ien wahrend 
der Vrusverniehrung b/w. -passage niit ruiltleren Ra- 
ten verloren gehl. 

9. Verwendung eines Virus en (spree he nd den Ansprii- 
ehen 1 bis 7 lur die Priiparalion von pharnia/eulisehen 
Wi rksiolVen. 

10. Die pharnia/eulisehe Priiparalion einer Virus- Vak- 
/,ine gegen Inlluen/a. oder nut doppelier Wirkung /.u- 
uleich gegen Intluen/.a Lind gegen ein /weites Virus 
Liber dessen inkorponertes ( dykoprotein. oder die Ver- 4o 
uendung als Veklor fur ilie ScMualisehe Cjenlherapie. 
von eineni der Viren enispreehend den Anspruehen 1 
bis 7. 



yiier/.Li () Seiie(n) /eiehnungen 



BNSDOCID: <DE_1 970961 2A1_i^ 




- Leerseite 



BNSDOCID: <D^19709612A1J > 



Int. Cl.^^^ 
Offenlegungs 



DE 197 09 512 A1 

ZEICHNUNGEN SEITE 1 ^ TJcL^ C12N 15/86 



Offenlegungstag: 10. September 1998 




Abbildung I: Genkarte des Plasmids pHL1959. Das cDNA-Fusionskonstrukt besteht aus der 
Ekto-Domane des CSFV-E2 Glykoproteins samt eigenem Signalpeptid (leicht abgewandelt) 
und aus dem Transmembran-Segment samt C-terrakaler Sequenz des Influenza- 
Hamaaglutinins (HA). In Gegenstrang-Richtung angeordnet ist dieser Teil umrahmt von der 
murinen Promotorsequenz ph, und der murinen Terminatorsequenz ti, beide aus der rDNA der 
Maus CoIEl: Plasmidreplikationssystem entlehnt aus dem £:.co//-Plasmid colEl (bzw. 
pBR328), ampR; Gen fur Ampicillin-Resistenz. GroBe Pfeile zeigen die Leseraster und die 
Richtung' ihrer Translation an, wichtige Restriktionsschnitte sind mit ihrer genauen Position 
eingetragen. 
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Abbildung 2: Transport des CSFV-E2-HA-Fusionsproteins zur Zelloberflache. 

MDCK-Zellen wurden infiziert in der Virus-Passage mit pHLI959-rek:ombinanten Influenza- 
Viren, d.h. mit dem Virus-haltigen Uberstand von B82-ZeIIen nach deren Transfelction mit 
pHL1959 DNA und anscWielBender Infelction mit FPV-Bratislava als Helfervirus (Transfer 8 
Stunden p.i.). Die MDCK-Zellen wurden 8 Stunden nach der Infektion fi>dert und mit 
monolclonalem Antikorper A18, gerichtet gegen ein CSFV-E2-Epitop, und danach mit Anti- 
Maus-IgG, FITC-konjugiert behandelt, und schlieBlich unter dem Mikroskop auf ihre 
Fluoreszenz-Emission untersucht. 



Recombinant InfTuenza A^BratisIava 
expressing CSF\' p:2 



*>7 4KD- 
45 OKD- 
31 OKJX 
2! 5KD- 

I4 4KD- 



Abbildung 3: Western-BIott-Analyse von CSFV-E2-haltigen InHuenzavirus-Praparationen. 

Die tJberstande von MDCK-Zellen, infiziert in zv,^eiter Virus-Passage mit pHL1959- 
rekombinanten Influenzaviren oder mit einer der unten naher bezeichneten Varianten davon, 
^v^l^den 8 Stunden nach der Infektion gesammelt, und zweimal durch Hamagglutinin- 
spezifische Adsorption an Huhner-Erythroz^ten gereinigt. Die gereinigten Viren wurden dann 
verwendet fur die Protein-Trennung in der SDS-PoIyacrylamid-Gele!ektrophorese, gefolgt von 
der Ubertragung ('blotting') der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-Membran. FQr die 
Immunreaklion wurde als erster Antikorper der monoklonale Antikorper A18, und als 
Zweitantikorper eine Peroxydase-konjugierte IgG-Anti-Maus-Praparation benutzt' Spur l* 
CSFV- Virus (Kontrolle); Spur 2: pHLl959; Spur 3: pHL1997 = Derivat von dHL1959: 
vorletzte Aminosaure C S; Spur 4: pHL1998 - Derivat von pHL1959: ffinftletzte 
Aminosaure C S; Spur 5: pHL1999 - Derivat von pHL1959: Deletion der sechs terminalen 
Aminosauren; Spuren 6 und 8: Zwei Derivate mit der Transmembran-Region von CSFV-E"^ 
mcht der von Influenza-HA; Spur 7: Helfervirus-Infektion ohne vorangehende Transfektion. 
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Abbildung 4: Elektronenmikroskopisches Bild eines Praparates pHL1959-rekombinanter 
Influenzaviren, markiert nach der Immunogold-Methode. Vimshaltige Zelluberstande von 
MDCK-Zellen infiziert in zweiter Passage durch pHL1959-rekombinante Viren (im Gemisch 
mit FPV-Helferviren) ^Aoirden gesammelt, gereinigt durch zweifache Hamagglutinin-spezifische 
Adsorption an Huhner-Erythroz>ten, sowie anschlieBend im Sucrose-Gradienten. Die 
Immunreaktion an den Viruspanikein wurde mit dam monoklonalen Antikorper A18 genchtet 
gegen CSFV-E2 als primarer, und mit dem Gold-beladenen Anti-Maus-Antikorper als z'A.-eiter 
Komponente durchgeahrt. Die Partikelgruppe Unks oben im Bild bezeichnet E2-rekombinante 
Viren wahrend andere Viruspartikel den Helferviren zu entsprechen scheinen. (Die Aumahme 
wurde freundlicher^veise von Herm Dr. M. Konig, Institut fur Virologie der Universitat 
Giessen zur Verfiigung gesteilt.) 





Abbildung 7: Expression von grun-fluoreszierendem Protein in MDCK-Zellen nach 
Infektion durch GFP-rekombinante Influenzaviren (in zweiter Passage). Das 
mikroskopische Bild wurde vier Stunden nach der Infektion aufgenommen (mit beginnender 
GFP-Bildung bzw. FIuoreszenz-Emission), im Emissionslicht von 590 run, nach Immission bei 
480 nm (Filter). Dunkle Zellen sind nicht infiziert oder nicht rekombinant infiziert. 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des CSFV-E2-HA-Fusionsproteins in seiner 
Membran-Einlagerung. Hellere Anteile, namlich die gesamte Ekio-Domane entstammen dem 
CSFV-E2 Protein, dunJdere AnteuQ entsprechen der RA-Transmembran-Domane. in 
hydrophob-helikaler Anordnung, gefolgt von dem hydrophilen, jedoch der Membran 
angelagerten C-terminalen Segment. Die zwei dann enthaltenen Cysteinreste sowie der 
Cysteinrest am Ende der Transmembran-Domane werden palmitoyliert geflinden. 



802 037/398 



BNSDOCID: <DE 19709512A1J > 



ZEICHNUNGENSEITE5 ^ Numm^ DE 19709 512 A1 

\nt. a.^^^F C 12 N 15/86 



Offeniegungstag: 10. September 1998 



3917.H/ndll 
3892,SamHl. 
3888,Smaii 
3877, Sfai ' 
3862,Pvt7l 
3853. Sfai 
3832, Sph 
+-^3746,Ssa!. 



3331 
3271, ea/ 
3268, Afco 
3128, Gsol. 
3086, /Vru I.' 
3065, Kpn L' 
3031,SssHI!.' 
3025,A/rt;i/ 
2959, Sa/l/ 
++2952, Seal/: 

2910,G5ur'.: 
2904, Sa/i / 
2904.H/ncH" 
2794, N^eT 
2764,Xmni' 

2622, Ssa 




.A/of 1,48 
i.Sacil,53 
Sad, 66 
:iiGsol,69 
iiii .BssHil,103 
,Sful.109 
; Smai, 



J97 

Sma\"i02 
.H/ncil.316 

Gsu 1,403 



,essHli.502 
.vAse 1,554 



pHL1972 

3917 bps 




6 

EcoRV 

Eco Rl 

Pst\ 

Smal 

BamH\ 

Spe\ 

36 



15C0 




SspHI,1315 



2323. Ssp 
2290, Sspi 



2083, Xmn\ 
2027.H/nci! 
1966,S^ 



^se 1.1659 



P>/ui,1855 



Abbildung 6: Genkarte des GFP-Expressions-Plasmids pHL1972, Die cDNA-Sequenz 
kodierend fur das griin-fluoreszierende Protein (gfp) ist als offener Pfeil entsprechend der 
Trahslationsrichtung eingetragen (an den C-Terminus sind sechs zusatzliche Histidin-Codons 
aneefugt). Unmittelbar ist das Gen umgeben von Klonierungssequenzen, entnommen aus dem 
Veictorplasmid pBluescript SK, einschlieBlich der Promotorsequenzen fur die RNA- 
Polymerasen T3 und T7. AnschlieBend folgen die 5'- und 3'-Endsequenzen des Influenza 
vRNA-Segments 5, und dann der humane RNA-Polymerase I-Promotor (pm) und der murine 
rDNA-Terminator (ti), auf deren Transkxiptionsrichtung bezogen das GFP-Gen in 
Minusstrangrichtung angeordnet ist, entsprechend der Synthese einer vRNA durch die RNA- 
Polymerase L ColEl = Plasmid-Replikationssystem, ampR = Gen fiir Ampicillin-Resistenz. 
Wichtige Restriktionsschnitte sind mit ihrer genauen Position eingetragen. 
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FACS-Analyse 

MDCK-Zellcn: 8 h nacli Iiifcktion mil rckoinbinaiiten Influenza-Vircii 



1. pHL1967 (gfp-) 




2. pHL1972 (gfp^) 




FL1-H 



Abbildung 8: FACS-Analyse der MDCK-Zellen nach der Infektion durch pHL1972-GFP- 
rekombinante Influenzaviren (im Gemisch mit Helferviren). IvIDCK-Zellen wie in Abb. 7 in 
zweiter Passage infiziert durch pHL1972-rekombmante Influenzaviren wurden nach 8 Stunden 
trypsiniert und _ im FACS-Gerat (Beckton-Dickinson) nach ihrer Fluoreszenz-Emission 
separiert. Zum Vergleich ist auch die FACS-Analyse von MDCK-Zellen gezeigt, die durch ein 
nieht-GFP-rekombinantes Influenza\'irus (pHL1967) in gleicher Passage infiziert waren. 
Fliioreszenz-Aktivierung bei 488 nm, Emissionsanalyse bei 530 nm. 
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